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1  INTRODUÇÃO
As bactérias diazotróficas têm sido isoladas de várias culturas, além de
leguminosas e gramíneas, que têm importância econômica e social. De plan-
tas de tubérculos como a mandioca foram isoladas bactérias do gênero
Burkholderia, entre outras (Balota, 1994). Já em plantas de batata-doce têm
sido  detectadas espécies de Azospirillum ( Hill et al., 1983) e Acetobacter
diazotrophicus (Paula, 1992). Esta última espécie também tem sido isolada
de plantas de café (Jiménez- Salgado et al., 1998)
Na rizosfera de fruteiras tropicais têm sido isoladas espécies de
Azospirillum (Subba Rao, 1983; Ghai & Thomas, 1989). Espécies deste gêne-
ro e bactérias diazotróficas do tipo Herbaspirillum e Burkholderia foram tam-
bém  isoladas  de  raízes  e  partes  aéreas  de abacaxizeiros  e  bananeiras
(Weber, 1998). As bactérias do gênero Azospirillum também foram
identificadas em raízes de palmeiras (Ferreira et al., 1995).
As bactérias diazotróficas podem estimular o crescimento de plantas,
como, por exemplo, batata-doce (Paula, 1992), mandioca (Balota, 1994), aba-
caxi e banana (Weber, 1998). Não existe, porém, evidência da fixação bioló-
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6gica de nitrogênio (FBN) nessas plantas, em contraste ao que ocorre com
gramíneas. A contribuição principal das bactérias parece estar relacionada
com a produção de substâncias reguladoras de crescimento. As bactérias do
gênero Azospirillum são capazes de produzir hormônios de crescimento (Fayez
& Daw, 1987; Bashan & Levanony, 1990; Bric et al., 1991; Okon & Landera
Gonzalez, 1994), bem como outras bactérias diazotróficas (Balota, 1994;
Bevivino et al., 1994; Malik et al., 1997).
A aplicação das bactérias diazotróficas em mudas de abacaxi e banana
torna-se bastante facilitada, uma vez que as plantas são propagadas
vegetativamente. A inoculação de mudas das fruteiras é particularmente im-
portante com a micropropagação, sendo que as plantas podem ser coloniza-
das no laboratório pelas bactérias livres da concorrência com a microbiota
indesejável do solo.
2  PROCESSO  DE  MICROPROPAGAÇÃO  DE  ABACAXIZEIROS E
BANANEIRAS
As mudas de bananeiras cv. Prata Anã (grupo AAB) e cv. Yangambi
(grupo AAA) e de abacaxizeiros cv. Pérola (grupo Pernambuco) e cv. Perolera
(grupo Maiporé) podem ser obtidas pelo cultivo de meristemas caulinares in
vitro. O estabelecimento dos meristemas das plantas pode ser realizado no
meio MS (Murashige & Skoog 1962), modificado pela suplementação com
30 g .L-1 de açúcar, ajustando-se o pH final para 5,8 (Tabela 1).
O período de adaptação dos explantes é de aproximadamente 30 dias,
e os frascos, no primeiro dia, devem ser colocados em ambiente sem luz para
evitar o escurecimento e a oxidação dos meristemas. A proliferação do mate-
rial de banana ocorre com este meio acrescido de 2,5 mg . L-1 de 6-benzil-
aminopurina (BAP) e do de abacaxi, com o meio suplementado de 0,5 mg de
BAP . L-1 + 0,5 mg de ácido naftalenoacético (ANA) . L-1. Nessa fase, os
meristemas são inicialmente seccionados na posição longitudinal e, posterior-
mente, passam por até seis subcultivos sucessivos. O enraizamento de plântulas
dá-se com 30 dias no meio de adaptação, quando as bactérias diazotróficas
podem ser inoculadas. Os aspectos relacionados à propagação in vitro de
bananeiras foram apresentados por Souza et al. (1997), e de abacaxizeiros
por Fitchet (1990).
7TABELA 1. Composição do meio de cultura utilizado para a
micropropagação de abacaxizeiros e bananeiras.
NH4NO3 1650 1650 1650
KNO3 1900 1900 1900
CaCl2 . 2H2O 440 440 440
MgSO4 . 7H2O 370 370 370
KH2HPO4 170 170 170
FeSO4 . 7H2O 27,8 27,8 27,8
NaEDTA . 2H2O 37,3 37,3 37,3
KI 0,83 0,83 0,83
H3BO3 6,2 6,2 6,2
MnSO4 . 4H2O 22,3 22,3 22,3
ZnSO4 . 7H2O 8,6 8,6 8,6
NaMoO4 . 2H2O 0,25 0,25 0,25
CuSO4 . 5H2O 0,025 0,025 0,025
CoCl2 . 6H2O 0,025 0,025 0,025
Tiamina – HCl 0,1 0,1 0,1
Piridoxina – HCl 0,5 0,5 0,5
Ácido nicotínico 0,5 0,5 0,5
Glicina 2 2 2
Inositol 100 100 100
Sacarose 30000 30000 30000
Agar - 7000 7000
Faixas de pH
Meio de cultura1
Ingredientes Adaptação Proliferação2 Enraizamento
Concentração (mg . L-1)
5,7 a 5,9
1 Meio MS (Murashige & Skoog, 1962).
2 Meio de proliferação de bananeiras: acrescentar 2,5 mg/L de 6-benzil-
aminopurina no meio MS e, na multiplicação de abacaxizeiros, 0,5 mg/L de
ácido naftaleno-acético + 0,5 mg/L de 6-benzil-aminopurina.
83  INOCULAÇÃO DE BACTÉRIAS DIAZOTRÓFICAS EM MUDAS
MICROPROPAGADAS
As mudas de abacaxizeiros e bananeiras micropropagadas podem ser
inoculadas na fase de enraizamento in vitro no laboratório ou  na fase de
adaptação na casa de vegetação. A seguir são apresentadas as etapas que
envolvem o preparo e a inoculação das bactérias diazotróficas, sob condi-
ções assépticas no laboratório.
1) Escolher estirpes eficientes na promoção do crescimento das plantas.
2) Ativar as estirpes selecionadas em meio semi-sólido e semi-especí-
fico (Tabela 2), incubando-as durante dois a três dias à temperatura
de 30 ºC.
3) Riscar as culturas, crescidas na forma de películas subsuperficiais
no meio semi-sólido, sobre o meio sólido rico (Tabela 3), em placas.
4) Incubar as placas durante dois dias a 30 ºC, para avaliar a morfologia
das colônias e certificar-se das características morfológicas das
estirpes selecionadas.
5) Repicar colônias isoladas de bactérias diazotróficas das placas para
frascos contendo meio líquido Dygs modificado (Tabela 3) ou meio
com sais de NFb, LGI ou JMV, acrescidos de 1 g . L-1 de cloreto de
amônio (Tabela 2), incubando-os durante um a dois dias a 30 ºC sob
agitação constante a ± 100 rpm.
6) Medir a densidade ótica das culturas crescidas no meio líquido em
espectrofotômetro a 550 - 600 nm de comprimento de onda, para
uniformizar as populações de bactérias diazotróficas a serem inocu-
ladas.
7) Transferir alíquotas (± 108 células) da cultura bacteriana para frascos
com capacidade para 80 a 100 mL (tampados com rolhas de algo-
dão), contendo 5 a 10 mL da solução Hoagland sem nitrogênio
(Tabela 4) autoclavada, ou a solução composta de ¼ da concentra-
ção dos sais de NFb (Tabela 3) esterilizada.
8) Transferir plântulas das fruteiras micropropagadas sadias e uniformes
em tamanho e peso para os frascos com inóculos bacterianos.
9) Incubar durante cinco a sete dias os frascos com as mudas nas
mesmas condições do cultivo de explantes no laboratório.
910) Proceder a transferência das mudas colonizadas pelas bactérias
diazotróficas para sacos ou vasos de plástico, contendo um substrato
desinfestado de solo e areia ou vermiculita na casa de vegetação
ou telado.
11) Adequar os nutrientes e equilibrar a umidade do substrato para
próximo da capacidade de campo, durante a fase de aclimatação
das mudas na casa de vegetação.
Na fase de pré-inoculação das mudas de abacaxizeiros e bananeiras
(etapa 6), também pode ser utilizado um substrato agarizado (7 g/L) com 40 mL
da solução Hoagland sem nitrogênio (Weber, 1998). Este procedimento de
inoculação foi inicialmente desenvolvido para inocular bactérias diazotróficas
em plantas de arroz (Baldani, 1996).
Por sua vez, a inoculação de mudas de abacaxizeiros e bananeiras
micropropagadas  durante sua fase de aclimatação na casa de vegetação
envolve as etapas apresentadas a seguir.
1) Seguir os procedimentos apresentados até a etapa 5.
2) Misturar a cultura líquida ou as populações de bactérias diazotróficas
suspensas em solução contendo ¼ dos sais de NFb (Tabela 3) com
turfa esterilizada. Esta última suspensão de bactérias pode ser obti-
da com uma centrifugação da cultura líquida durante 30 min ou mais
a 5.000 rpm e o descarte do meio líquido.
3) Aplicar as amostras de turfa contendo as bactérias diazotróficas
(108 células/planta) nos vasos, em camada subsuperficial do substrato
desinfestado ou esterilizado.
4) Repicar mudas das fruteiras micropropagadas sadias e uniformes
em tamanho e peso para pequenas covas nos vasos.
5) Adequar os nutrientes e equilibrar a umidade do substrato para pró-
ximo da capacidade de campo, durante a fase de aclimatação das
mudas na casa de vegetação.
A inoculação das mudas na casa de vegetação requer maior controle
das condições do ambiente, uma vez que o estabelecimento de bactérias
diazotróficas na rizosfera ou parte aérea das plantas tem influência direta de
fatores bióticos, como a competição, a predação, o antagonismo e a planta
hospedeira, e fatores abióticos, a exemplo de umidade, oxigênio, temperatura,
pH, nutrientes inorgânicos e presença de altos níveis de nitrogênio no substrato.
10
TABELA 2.Composição de meios semi-sólidos e semi-específicos
utilizados para o cultivo de bactérias diazotróficas  asso-
ciadas  às plantas não leguminosas.
Meio de cultura1
NFb JNFb JMV LGI LGI-P
Sacarose g . L-1 - - - 5 100
Malato g . L-1 5 5 - - -
Manitol g . L-1 - - 5 - -
K2HPO4 mg . L-1 500 600 600 200 200
KH2PO4 mg . L-1 - 1.800 1.800 600 600
MgSO4. 7H2O mg . L-1 200 200 200 200 200
CaCl. 2H2O mg . L-1 20 20 20 20 20
NaCl mg . L-1 100 100 100 - -
NaMoO4. 2H2O mg . L-1 - - - 2 2
FeCl3. 6H2O mg . L-1 - - - 10 10
Azul de bromotimol
(solução 0,5% em
0,2N de KOH) mL . L-1 2 2 2 5 5
Solução de
micronutrientes2 mL . L-1 2 2 2 - -
Solução de ferro3 mL . L-1 4 4 4 - -
KOH g . L-1 4,5 4,5 - - -
Solução de
vitaminas4 mL . L-1 1 1 1 1 1
Agar g . L-1 1,8 1,8 2,1 1,8 1,8
Faixa de pH5 - 6,5 5,8 4,2 - 4,5 6,0 - 6,2 5,5
1 Meios JMV (Baldani, 1996), NFb, JNFb, LGI e LGI-P (Döbereiner et al., 1995).
2 Solução de micronutrientes: pesar 1.000 mg de Na2MoO4. 2H2O + 1.175 mg de MnSO4. H2O +
1.400 mg de H3BO3 + 40 mg de CuSO4. 5H2O + 120 mg de ZnSO4. 7H2O e completar para 1.000 mL.
3 Solução de FeEDTA: pesar 1.210 mg de Na2H2EDTA + 600 mg de FeCl3. 6H2O e completar para 100 mL.
4 Solução de vitaminas:  pesar 10 mg de biotina + 20 mg de piridoxina - HCl e completar para 100 mL.
5 Ajuste de pH: utilizar ácido acético (10%) para o meio LGI-P e soluções de KOH (10%) ou H2SO4(5%) para os demais meios de cultura.
Ingredientes Concen-tração
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TABELA 3. Composição de meios ricos sólidos utilizados para o
cultivo de bactérias diazotróficas isoladas de plantas
não leguminosas.
Meio de cultura
Concentração Batata1 Dygs2 King B3
Batata g . L-1 200 - -
Peptona bacteriológica mg . L-1 - 1.500 10.000
Glucose mg . L-1 - 2.000 -
Glicerina mg . L-1 - - 10
Sacarose mg . L-1 2.500 - -
Ácido málico mg . L-1 2.500 2.000 -
Extrato de levedura mg . L-1 - 2.000 -
Ácido glutâmico mg . L-1 - 1.500 -
K2HPO4 mg . L-1 - 500 1.500
MgSO4. 7H2O mg . L-1 - 500 1.500
Solução de micronutrientes4 mL . L-1 2 - -
Solução de vitaminas5 mL . L-1 1 - -
Agar g . L-1 15 15 15
Faixa de pH - 6,5 a 7,0 6,0 a 6,5 6,8 a 7,0
1 Meio batata: pesar a batata inglesa, lavar e ferver durante 30 min. Em seguida, filtrar
em funil com algodão. Misturar as quantidades de sais em 50 mL, ajustando com
KOH o pH para 6,5 a 7,0. Misturar o filtrado, as soluções e o agar e completar para
1.000 mL (Döbereiner et al., 1995).
2 Meio Dygs modificado (Rodrigues Neto et al., 1986).
3 Meio B de King et al. (1954) modificado.
4 Solução de micronutrientes: pesar 1.000 mg de Na2MoO4. 2H2O + 1.175 mg de MnSO4.
H2O + 1.400 mg de H3BO3 + 40 mg de CuSO4. 5H2O + 120 mg de ZnSO4. 7H2O e
completar para 1.000 mL.
5 Solução de vitaminas:  pesar 10 mg de biotina + 20 mg de piridoxina - HCl e completar
para 100 mL.
Ingredientes
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TABELA 4. Composição de solução nutritiva1 utilizada para a nu-
trição de plantas colonizadas pelas bactérias
diazotróficas.
Ingredientes Concentração
KH2PO4 136 mg . L-1
K2HPO4 174 mg . L-1
CaSO4 . 2H2O 172 mg . L-1
MgSO4 . 7H2O 250 mg . L-1
Micronutrientes2     1 mL . L-1
Solução de ferro3     1 mL . L-1
Faixa de pH 6,0 - 6,2
1 Solução nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), sem nitrogênio.
2 Solução de micronutrientes: pesar 2,86 mg de H3BO3 + 1,81 mg de MnSO4.
4H2O + 0,22 mg de ZnSO4 . 7H2O + 0,08 mg de CuSO4 . 5H2O + 0,02 mg de
Na2MoO4 . 2H2O e completar para 1.000 mL.
3 Solução de ferro: pesar 1.210 mg de Na2H2EDTA + 600 mg de FeCl3 . 6H2O
e completar com água destilada para 100 mL.
4 MONITORAMENTO DE BACTÉRIAS DIAZOTRÓFICAS  NO
AMBIENTE
Nos trabalhos de inoculação das plantas com bactérias diazotróficas
há necessidade de discriminar as bactérias introduzidas para se conhecer a
sua dispersão e a sua função, bem como identificar as mudanças provocadas
sobre as amostras inoculadas. As espécies de bactérias podem ser diferenci-
adas com base na morfologia das células e na fisiologia de crescimento em
meios semi-sólidos e semi-específicos (Döbereiner et al., 1995), meio com
sais de JNFb (Tabela 3), acrescido de diferentes fontes de carbono (Weber,
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1998). Os aspectos fisiológicos, ecológicos, genéticos, moleculares e de ultra-
estrutura das interações de bactérias diazotróficas com as plantas constitu-
em-se num requisito básico para a manipulação dessas associações.
O uso de sondas oligonucleotídicas direcionadas para acoplamento em
regiões definidas nas subunidades 16S ou 23S de rRNA também tem sido
enfatizado na identificação das espécies de bactérias diazotróficas associa-
das às plantas. As sondas  podem ser marcadas com corantes fluorescentes,
o que permite a detecção in vivo das bactérias nas amostras (Manz et al.,
1992; Hartmann et al., 1995), o estabelecimento das relações entre grupos e
espécies (Amann et al., 1995), bem como a identificação das espécies de
bactérias diazotróficas (Kirchhof et al., 1997 a e b; Weber, 1998).
5  CONSIDERAÇÕES FINAIS
As bactérias diazotróficas têm amplo espectro de ocorrência, sendo
detectadas também em culturas não leguminosas e não gramíneas.  Em asso-
ciação com fruteiras como bananeiras e abacaxizeiros têm sido identificadas
espécies de Azospirillum, bactérias do tipo Herbaspirillum e Burkholderia.
Contudo, estirpes dos últimos gêneros de bactérias diferem na promoção do
crescimento de mudas micropropagadas. Isso sugere que as bactérias devem
passar por um processo seletivo antes da sua aplicação nas fruteiras. No
presente trabalho são apresentadas técnicas de inoculação de bactérias
diazotróficas em mudas de abacaxizeiros e bananeiras micropropagadas, e
discutidas as formas de monitoramento delas no ambiente. Neste contexto, a
aplicação prática das bactérias promotoras de crescimento pode ser aliada à
preservação dos sistemas de cultivo.
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